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　　　The　Limulus　test　is　a　useful　and　highly　sensitive　method　for　detecting　endotoxin．　Lysate　which　was
extracted　from　the　amebQcytes　of　Tachypleus　tridentatus　showed　almost　the　same　reactivity　for　endotoxin，
as　described　for　Limulus　polyphemus．　The　results　obtained　in　the　present　experimental　and　clillical
application　of　the　Limulus　t．est　are　follows：
　　　1．The　lysate　from　Tachypleus　tridentatus　was　cap．able　of　detecting　endotoxin　of　as　little　as　nano－
gram　per　m乙
　　　2，The　ge1－fQrmati．on　activity　of　the　lysate　from　each　Tachypleus，　each　salnpling　lot，　and　each　kind
of　endotoxin　was　difFerent．　The　lysate　was　sensitive　to　Lps　B（Lipopoly．saccharide　B）Serratia　marcesc．，
250－1，000times　Inore　sensitive　compared　to　Lps　B　E　coli　O127：B8．
　　　3．The　lysate　ge1－form＝atio灯activity　Qf　the　endotoxin　was　compared　to　its　biological　activity　using
LD50　with　ActinomyciH－D　treated　mice．　No　significant　cofrelatiQn　was　observed　between　the　gel－formatin
activity　and　biological　activity　Qf　three　Lps　B，　Serratia　marcesc．，　E．　coli　O127：B8　and　E．　coli　O26：B6．
　　　4．The　plasma　Lps　B　was　mQre　rapidly　cleared　in　the　rats　administered　Lps．　B　Serratia　marcesc．
25μ9／100g　b．w．　than　in　those　given　200μ9．　It　was　fou．nd　that　about　40％of　the　injected　dose　was
recovered　with　the　Limulus　test　in　the　plasma，　liver，　spleen，　kidney　and　lung　at　3　hrs．　after　administra－
tion　of　200μg／100　g　b．　w．　The　liver　contai．ned　mQre　than　35％．，　while　the　other　four　organs　cQntained　an
additiona15％of　recoverable　Lps　B．　However，　Lps　B　in　the　live．r　decreased　to　3％or　so　after　24　hrs．
　　　5．Endotoxemia　developed　in　rabbits　after　occlusion　of　the　superior　mesenteric　artery．　The　homo－
genates　of　lung　and　liver　revealed　extremely　high．coHcentrations　of　endotoxin　than　did　the　spleen　or
kidney　after　the　release　of　occlusion，　with　the　Iu．ng　especially　containing血uch　more　endotoxin　than
observed　in　the　rats　administered　intravenously．
　　　6．Fifty－eight　cases　of　clinical　endotoxemia　were　demonstrated　with　the　Limulus　test　in　121　patients
who　had　abdQminal　surgical　diseases．　Results　of　the　test　were　often　pQsitive，　especially　in　cases　of
obstructive　jaundice，　peritonitis　or　intraperitone．al　abscess．　Shock　and　thrombocytopenia　were　observed
in　many　of　these　patients　as　well　as　symptoms　of　infection；且amely，　fever，　tachycardia　or　Ieucocytosis，
etc．　Their　mortality　rate　was　72．4％　　　　（Received　October　7，1980　and　accepted　October　27，1980）
1緒 言
　抗生物質の発達普及，各種診断法の改良進歩，術前術後
の管理技術の向上など，診断治療の全般にわたる進歩にも
かかわらずグラム陰性菌感染症に伴なって発来するシ・ッ
ク（septic　shock）は，きわめて治療．成績がわるく，今日
なお臨床上の大．きな問題である．抗生物質の発達した今日
では，グラム陽性菌感染が姿を消し，大部分がグラム陰1生
菌による．感染．といわれ，続発するショックの原因として，
その細胞壁構成成分であるエンドトキシン（1ipopolysac－
charide）が指摘されている1卍3）．しかし，グラム陰性菌感
染によるショックの原因がエンドトキシンであるとする臨
床的，直接的な根拠を示した報告は非常に少なかった，そ
の理由として，従来報告されているエンドトキシン検出
法4～7）では，手技や実用性，検出限界などの難点のため臨
床的に用いられることはなく，エンドトキシン血症の確定
診断が困難であった．
　近年，カブ．トガニの血球成分を利用したLimulus　test
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8～10）の開発普及により，血液像のエンドトキシンの検出が
容易となり，グラム陰性菌感染にともなうシ・ック症例の
みならず，従来不明であった病態においてもエンドトキシ
ンの関与が指摘されるようになり，エンドトキシン血症
（endotoxemia）というclinical　entityが確立されたこと
は，Limulus　testの大き「な功績といえよう1M4）．
　著者らは，数年来北九州産カブトガニTachypleus
tridentatusの血球成分によるエンドトキシンの検出につ
いて検討してき『ており，その成績は既に共同研究者の西村
が報告14，15）している．本論文では，これらに若干の補足を
くわえるとともに，Limulus　testを応用してラット静脈
内投与時の血漿中エンドトキシンクリアランス，臓器内エ
ンドトキシン濃度および家兎の上腸間膜動脈血流遮断時に
惹起する腸管由来エンドトキシン血症と臓器内エンドトキ
シン濃度などについて検討し，さらに臨床的応用を試み，
臨床的エンドトキシンショックあるいはエンドトキシン血
症の早期診断法として，また予後判定のうえでも極めて有
益であることなどLimulus　testの有用性を実験的および
臨床的に検討したので報告する．
2　動物実験＝カブトガニ血球成分による
　　　　エンドトキシンの検出
2・1　実験材料
　2・1・1　実験動物：カブトガニ〔Tachypleus　triden－
tatus（Leach）またはLimulus　longispina（Van　der
Hoeven）〕は，毎年5～6月頃に，北九州沿岸で捕獲し，総
数180匹より採血した．ラットは体重212±259のWlstar
晶晶ラット59匹，マウスは体重203±3．29のICR雌マ
ウス401匹，および体重2～2．5kgの成熟雄家兎12羽を用
いた．
　2・1・2　エンドトキシン＝エンドトキシンはLipopol－
ysaccharide　B　E　coli　O127：B8（Difco　Lab．，　USA），同
じくE．coli　O261B6およびSerratia　marcescens（同
左）の3種類をそれぞれ滅菌局方生理食塩水に溶解し，実
験を通じ上記3種類のLipopolysaccharide　B（以下Lps
Bと略記）は同一ロットのものを使用した．
　2・1・3試薬類：N－ethylmaleimide（キシダ化学，大
阪），注射用蒸留水（大塚製薬，東京），生理食塩水（同左），
Actinomycin　D（Merk＆Co．　Inc．　USA）などを用い
た．なお試薬類は溶解調製時から全ての操作終了まで無菌
的に取扱い，必要に応じてLi皿ulus　testをおこない汚染
の有無をチェックし，またガラス器具類は，使用前に
180。C，3時間以上の乾熱滅菌をおこない，　e且dot。xin　free，
pyrogen　f■eeとして用いた．
2・2実験方法
　2・2・1　カブトガニ血球成分の抽出およびそのゲル化反
応によるLps　Bの検出：1973～1978年までの5年間に
総数1801匹のカブトガニより採血し，ReinhQld＆Fine16）
の方法に準じて血球成分（lysate）を抽出したが，その詳細
は既に著者14・15）らが報告しているので省略する（Fig．1）．
3種類のLps　Bとlysateを用いて，それぞれのLps　B
についてlysateをゲル化させる最：小濃度を求め最小検出
濃度とした．すなわち，LpsBの生理食塩水溶解稀釈液
0．1mZとIysate　O．1　m♂を小試験管中で混和し，37℃，1時
間インキュベーションの後，ゲル化の有無，程度を観察し，
判定規準（Table　1）に従って十1以上を陽性とし，　lysate
ごとにそれぞれのLps　Bについて最小検出濃度を求めた．
　2・2・2Lps　Bの1ysateゲル化活性と生物活性の関連
について：ICR雌マウスを用い，3種類のLps　BのしD50
およびActinomycin　D腹腔内投与によるエンドトキシン
感受性の増加17＞をLD50の減少で観察し，実験2・2・1でえ
られた1ysateのそれぞれのLps　Bに対する最小検出濃
度と比較し，生物活性とゲル化活性の関連について検討
した．
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十3：not　transformable，丘rm，　hevily　turbid　gel－
　　　forma亡ion
十2：transfor皿able，　but　no　fluidity，　turbid　soft
　　　gel
十1：　granular　gel　on　the　glass　tube
±　　二　flocculation，　viscousness，　no　granular　gel
一　 ：　only　slightly　turbid，　transparent，　no　change
positive；　十3～十！
　マウスは3群にわけ，実験開始直前まで水および固型飼
料を，開始後は水のみ与え，Lps　Bの生理食塩水溶液0．5
m♂，Actinomycin　D蒸留水溶解液（25μ9／皿♂）0．5　m♂お
よび生理食塩水0．51nZのうちいずれか2者を同時に，無麻
酔下にマウスの腹腔内に投与した．第1および2群では
Lps　B濃度を4｛5段階にわけて投与した．
　第1群：non－treated　groupとして，　Lps　B溶液と蒸
留水を同時に投与．Lps　B　Serrada　marcesc．には73匹，
E．coli　O127：B8には56匹，　E．　coli　O26：B6には47匹
を用いた，
　第2群：Actinomycin　D　treated　groupとして，　Lps
B溶液とActino皿ycin　D溶液を投与し，各Lps　Bにつ
いてそれぞれ61，61，58匹のマウスを用いた．
　第3群：control　groupとして，マウス45匹を用い，
ActinomyciロDと生理食塩水を投与した．
　各群，各Lps　Bにつき，48時間以内の死亡率から，第
1および2群について，Probit図解法によって，各Lps　B
のICR雌マウスのLD50およびActinomycin　Dによる
感受性増加時のLD50を求めた．
　2・2・3Lps　B　Serratia　marcesc．静脈内投与時のラッ
トの血漿および臓器内濃度＝Lps　B　Serratia　marcesc．
生理食塩水溶液をエーテル麻無下にWister系ラットの陰
茎背静脈より投与し，経時的に採血後証血死させ，⊥nL漿お
よび臓器ホモジネートについてLimulus　testをおこない，
Lps　Bを定量した．　Lps　Bの投与量は25μ9および200
μg／100g体重とし，総量1，0m♂として投与した．またラ
ットは実験開始18時間前より水のみ与えた．
　2・2・3・1血漿工psBクリアランス：LpsB投与後，
露出した大腿静脈より，1，15，30，60，180分および24時
間後にそれぞれ無菌的にヘパリン添加ディスポーザブル注
射器に1．5mZ採血した．採血はラットー匹につき3m♂以
内とした．血漿分離後蒸留水で4倍に稀釈し，100℃，10
分間加熱しLimulus　testの血漿阻害因子を除去した18）．
その後0・2MTris－HCI　buffer加生理食塩水（pH　7．2）に
て倍々稀釈をおこない，この稀釈系列について，稀釈血漿
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0・11n♂とlysate　O．1　mZを試験管中で混和．し，37℃，4時間
インキュベーションの後，ゲル化の有無を観察した．判定
規準（Tabユe　1）により，陽性となった最大稀釈倍数から1血
漿LpsB濃度を求めた．
　2・2・3・2　臓器内LpsB濃度l　LpsB投与後，1，3お
よび24時間後に脱血死させ，無菌的に肝，脾，腎および肺
を摘出秤量し，11．「，肺は0．6～1．09，脾は全体，腎は一側全
体をそれぞれの重量の7倍量：の蒸留水とともに，テフロンホ
モジナイザーで充分にホモジナイズした．その後，1000C，
10分間加熱し，さらに1時間振盤後，遠心（1，800G，15
min．）して上清をとり，0．2　M　Tris・HCI　bu任er加生理食
塩水（pH　7．2）で倍々稀釈をおこない，以下血漿と同様に
Limulus　testを実施した．臓器ホモジネート重量，臓器
総湿重量および稀釈倍数から，単位湿重量あたりおよび
臓器全体のLps　B量を換算して求めた．またラットの血
漿量を40．4mZ／kg19）と仮定し，全血漿への分布量を算出
した．
　2・24家兎の上腸間膜動脈血流遮断（SMAO）によるエ
ンドトキシン血症とエンドトキシンの臓器への分布：体
重：2～2．5kgの雄成熟家兎12羽を用い，ベントバルビター
ル（30mg／kg）静脈麻酔下クこ左腰部斜切開にて，後腹膜腔
より上腸間膜動脈起始部を露出，ブルドック鉗子をかけて
血流を遮断し，60分後に鉗子を除去して血流を再開させ
た．血流遮断15および60分後，さらに血流再開！5およ
び60分後に股動脈血を無菌的に採血した．この直後に，
両側の頸動脈および1没動脈を切断して脱血死させ，開腹後，
無菌的に肝，脾，腎および肺を摘出した．f血漿および臓器
ホモジネートは実験2・2・3と同様に，Limulus　testを実
施し，エンドトキシンを測定した．定量値：はLpsBE．
coli　o127＝B8に換算して表示した．なお血圧は股動脈に
挿入したエラスターに圧力トランスデュサーを接続し，多
用途監視記録装置（RM－150，日本光電丁丁）にて記録した。
3　実験成績
3・11ysateの抽出およびLps　Bとの反応性
　3・1・1Tachypleus　tride虹tatusおよび採血量：共1司
研究者西村14・15）の報告にひきつづき5年間に合計180匹の
Tachypleusを用いた．去年度毎の使用数，体重および採
」血量は，Table　2，3に示したが，体重は1，000～2，0009の
ものが56％を占め最も多く，一個体からは体重の約10％，
150～160m♂の’採血が可能であった．
　3・1・2Lps　Bによるlysateのゲル化反応について：
Tachypleus　180匹より抽出したlysateは，その大部分が
1・oμ9／mZ以下の微量のE．　coli　O127：B8と反応してゲル
化した．ゲル1ヒこ1D，1‘ヨん1∬スヒD農芝ヒ碁し乏らりろる
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Table　2　β04y㍑匁ん彦（ゾ了厩励伽∫’7僧㍑8η彦α顔∫
500g～
1，000g～
1，500g～
2，GOO　g～
2，500g～
tota1
1973　　1974　　1975　　1976　　1978
21　　8
33　　21　　16
4　　　4　　　2
4　　2　　　3
　　　4　　10
　　　2
8　　　7
2　　　2
6　　11
5　　　3
62　　　39　　　31　　　22　　　26
total
Table　4　M勿力παZ．砂5　B躍6≠66蜘800η66η一
　　　　　’ア窃か。π（ゾ五吻％伽5砂5αψθ
31
85
16
26
22
180
Tachypleus　tridentatus　was　caught　every　year　in
Imari　Bay，　in　Northen　Kyushu．
μ9／mZ
Table　3　B♂oo4曽。々〃〃6ノ〉で〃占了㍑o毎弼α‘5
　　　　　6ノー冠8η孟α翻∫
1973　n＝62
1974　n＝39
1975　n＝31
1979n＝22
1978n＝26
Blood　Volume
　　（mの
107．7±61．8
1529±74．0
192．7十83．0
1619±60．5
16α0±55．2
Blood／B，　W．
　　（％）
　α002
　0．004
　0．008
　0．016
　0．031
　0．063
　0．125
　0．25
　0．5
　1
negatlve
1973
1
16
！7
22
3
2
1974
4
6
12
9
6
2
2
1975
3
15
7
3
3
1976
1
3
7
4
4
3
1978
4
3
2
5
2
2
1
1
4
＊Lipopolysaccharide　B　E，　coli　O127：B8　was　used．
9．0＋3．4
11．1一ト3．4
10．4±2．4
9．6＋2．2
8．8±3．2
Table　5　R8臨加（ゾ加ノz翻αZ」》5．8磁θ‘漉θ
　　　　　60解θ7π㎎’ゴ0η四露1≧Lf7襯伽5そy5碗8
Lysate
lot．　No．
いはゲル化を示さなかったものは，7個体，全体の約4％
にすぎなかった．ゲル化反応から1ysateのLps　B最小
検出濃度（検出限界）を求めると，LpsBEcolio1271B8
については0．002～1，0μg／m♂の範囲内にあり，1973年抽出
1ysateについては既に西村15）が報告しているが，それ以
降も0．063μg／mZを中心に0．008～1．0μg／m♂の範囲にあっ
た（Table　4）．しかし，同一年度であってもlysateのLps
B最小検出濃度は100倍以上の相異がみられ，抽出条件が
同じであっても1ysateの反応性は均一ではなくかなりの
Il［畠がみられ，また同一個体から抽出したlysateであって
もロットごとに反応性が異なることが多く，採血，抽出条
件さらに反応条件が同一であってもゲル化反応でみる限
り，Lps　Bに対する反応性は同一ではなかった．このこと
は各年度を通じて共通にみられた現象であった（Table　4），
　　　　34・3Lps　Bの種類による1ysateの反応性の相異：
同一ロットのlysateをもちいてLps　B　E．　cQh　O127：B8，
E．coli　O26：B6およびSerratia　marcesc．との反応性を
みると，いずれも1μg／mZ以下で1ysateをゲル化させる
が，最小検出濃度はLps　Bの種類により著しい相異があ
り，Serratia　marcese，は3者のうちで最とも反応性がよ
く，E，　coli　o127：B8の1／250～1／1000の濃度で検出され，
E．coli　o26＝B6はやや反応性が劣り同じく4～8倍の濃度
20
21－1
22
23－1
24－1
264
274
29－1
30－1
31－1
Liopopolysaccharide　B
E．coli
O127：B8
0．031
0．063
0．031
0．031
0．125
0．125
0．063
0．125
0．063
0．063
E．coli
O26；B6
0．5
0．5
0ユ25
0．25
0．5
0．5
0，5
1．0
0．5
0．5
Serratia
marceSC．
0．0005
0．002
0．001
α0005
0．001
0．00025
0．001
0，002
0．002
0．0005
The　lysate　was　prepared　from　the　blood　cells　of
Tachypleus　tridentatus．　Lipopolysaccharide　was
dissolved　in　a　physiological　saline．　The　lysate
and　a　lipopolysaccharide　solution　was　incubated
at370Cforlhr．
を要した．すなわち，Lps　Bの種類により1ysateの反応
性，最：小検出濃度は異なる（Table　5）．
　Iysateは一20℃の凍結保存では数ヵ月，凍結乾燥によ
れば数年間にわたリゲル化活性は保持されたが，4。C保存
では10～14日間経過すると，ゲル化活性の低下がみられ，
さらに3・1・2項で述べたようにIysateはロットごとに，
またLps　Bによっても最小検出濃度は異なるので，以下
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Table　6丁乃8z励α♂げ診‘彦‘ゾz4・9ρ・ら・5α‘・んα磁8B声rη・η一君ブ6α戸
田α‘癩ro7π：y6勿D疏θα彦64痂。6
Endotoxin
名
’目
爵
8
年
目
＆
＆
員
Serratia
marceSC．
E。coli
O127：B8
E．coli
O26＝B6
Non－Treated　Mice
　DQse
μ9／mouse
400
300
200
100
600
400
300
200
100
300
200
150
100
No，
13
30
15
15
11
10
15
10
10
14
8
15
10
Death　within
24hr．　　48　hr．
6
10
4
0
6
6
0
0
tota1
6
3
2
1
0
12
0
3
2
12
16
4
0
2
4
4
3
1
1
4
2
2
8
7
6
4
1
13
4
5
4
Actinomycin　D　Treated　Mice
　Dose
μ9／mouse
2
0．5
0．125
0．031
8
2
0．5
0．125
0．031
8
2
0．5
0．125
No．
8
20
15
18
8
15
20
5
13
5
10
23
20
Death　within
24hr．　　48　hr．
4
6
5
0
6
6
5
0
！
1
3
1
2
1
3
4
1
0
3
2
1
0
3
4
5
1
totaI
5
9
9
1
6
9
7
1
1
Non－treated　mice；Alipopolysaccharide　solution（0．5　m♂）and　distilled　water（0．5　mのwas
administered　into　the　peritoneal　cavity．　Actinomycin　D　treated　mice：Alipopolysaccharide
solution（0．5　mのand　actinomycin　D　12，5μg（0，5　mZ）was　administered．
の実験に先立ち，各ロットごとに最小検出濃度の再検定を
おこなった．実験3・3ではLps　B　Serratia　marcesc．，実
験3．4ではEcolio127＝B8を標準LpsBとしてそれぞ
れについての1ysateの最小検出濃度と検体の稀釈倍数か
ら逆算して定量値を算出した．
3・2Lps　Bのlysateゲル化活性と生物活性について
　第1群と第2群において投与24および48時間後のマウ
スの死亡数は，Lps　Bの投与量ごとにTable　6に示した．
48時間内の死亡率から各々のLps　BによるICR雌マウ
スのLD50は，第1群non－treated　groupでは，　Serratia
marcesc．280μg，　E，　coli　O127：B8352μg，　E。　coli　O26：
B6229μ9となり，第2群Actinomycin　D　treated　group
では，それぞれ0．202，0．582および0．168μgであった
（Table　7＞．したがってICR雌マウスでは，　Actinomycin
D12．5μgの同時腹腔内投与によりSerratia　marcesc，で
は1，386倍，EcoliO261B6では1，363倍にLpsB感受
性が増し，E．　coli　O127：B8では前2者の約1／2，604倍の
増加が観察された．第3群control　groupでは45匹中，
1匹が死亡したのみで，Actinomycin　D　12．5μg腹腔内投
与による死亡率は2．2％にすぎなかった．
　一方，Lps　BによるIysateのゲル化活性は，実験成績
Table　7五D50｛ザZφ9ρ・ら・5α6漉α7ゼ48β
ノb7傅ICR刀zガ68
Lipopolysac－
charide　B
Serratia
ma「cesc・μ9
E．coli　o127：
B8μ9
E．coli　o26＝
B6μ9
non－treated
280　（240～320）
352（254～402）
229　（123～401）
Actino皿ycin　D
　　treated
．202　（0．134～0355）
0．582　（0．298～0．903）
0．168　（0．108～0．374）
（）＝95％con丘dence　limit．
3・1・3で述べたが両者の成績を比較すると，マウスのLD50
を指標とする生物活性で見る限り，第1群では3種類の
Lps　B間には大きな差はみられず，また第2群では感受性
の増加にはLps　B間に平行関係がみられるにせよLD5。
値では大きな差異は観察されなかった．ゲル化活性をLps
Bの最小検出感度でみると，E，　coli　o26：B6はE．　coli
O127：B8の4～8倍であるが，　Serratia　marcesc．は1／250
～1／1，000であり，第1および第2群のLD50値に比べて署
しい差がみられた．したがって，これら3種類のLps　B
のIysateに対するゲル化活性とICR雌マウスのLD50
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であらわされる生物活性との問には，明かな相関関係は成
立しないといえる．
3・3Lps　B　Serratia　marcesc．静脈脈内投与後のラット
　　の血漿および臓器内濃度
　3・3・1　血漿Lps　Bクリアランス：Lps　B　Serratia
marcesc．25μg／100　g　h　w．投与群では1，15，30，60およ
び180分後の血漿Lps　B平均濃度はそれぞれ1．0，0．22，
0・05，0・04および0．008μg／m♂であった．200μg／100gb．
w．投与群では1，15，30，60，180分後はそれぞれ37．8，11．9，
5．3，2．6，1．6μg／m♂であった（Fig．2）．両群の1および180
分後の血漿Lps　B濃度を比較すると25μg群では180分
後に約1／125に減少しているが，200μg群では約1／24に減
少したにすぎず，かつ後者では18Q分後に，前者の投与1
分後のLps　B濃度と同程度ないしややうわまわる値を示
した．両群ともにLps　B投与後，その血漿濃度は時聞の
経過とともに2相性に滅少し，投与30～60分後までは急
速に，その後は比較的緩徐に減少した．各時間ともに25μg
群に比し200μg群では血漿Lps　B濃度は高値を示し，前
者では24時間後5匹中2匹は0，002μ9／mZ，他の3匹は
100　　　　’r9！mi
10
1
o，1
0．01
〔7些n重5｝
尉ister　male　Rat
Lipopolysaccharide　B＝Serratfa　marcgscens
　　　　　　，191100　g　b7W．
∫r9ハ00gb．w．
1　　 15　n1．　　30　m．　　　　　　　1　hr．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3hr．
　Hg．2　Plasma　endotoxin　clearance　in
　　　　　Wister　male　rats．
Limulus　test陰性で，1ysateの検出限界値。．ooo25μ9／mz
以下と考えられたが，後者では24時間後も全例に検出さ
れ，平均濃度。．04μ9／mZとなお高値を示し，血漿Lps　B
クリアランスの遅延がみられた．
　3・3・2　臓器内Lps　B濃度＝Lps　B　Serratia　marcesc．
20 μg／100gb．w．静脈内投与後1，3，24時間後の肝，脾，
腎および肺へのLps　B分布量，臓器内濃度はFig．3，4
に示した．単位湿重量あたりのLpsB濃度は，肝では3
時間後，14．5±3．5μg／gと最高濃度を示したが，24時間後
には1．6±o．6μg／gと約1／9に減少した．脾では1時間後
10．2±7．8μg／gと最高値を示したが，時間とともに減少し，
24時間後には。．7±o．3μg／gと1／10以下に減少した．腎お
よび肺では1時聞後にそれぞれ13±0．9μg／g，2．8±1．9μg／g
で，その後時間とともに減少する傾向を示したが，全経過
を通じて肝および脾にみられたほどの取込みは示さず低値
であった（Fig．3）．また，25μg群では，3および24時間
後，各臓器内Lps　B濃度は200μg群に比べていずれも低
値であった．
　単位重量あたりの臓器内濃度と血漿濃度から各臓器と全
血漿中のLps　B：量を算出すると，200μg群では各時間と
1・9／9
15
1Q
5
0
　　　　］　hr，　　　　　　　　　　　　　　　　3　hrs，　　　　　　　　　　　　　　24　hr5，
Fig．3　DistributiQn　of　endotoxin　after　intrave－
　　　　nous　administration　into　rats．　（organ
　　　　uptakeμ9／wet　weight）
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Hisヒer　臼旧1e　rat　：　200　　μg！100　g　b，w，
　　〔Lipopolysaccharide　B
　　　　Serrat盲a　I聖1arcescen5）
量
iii蚕言
1　hr，
1整
幽
　　　　　　　　　　　　　　■■頃半平
・イー一＋一＝＝一一二二一三
Ligature　　Reτe邑5e　　　　　　　30　m1n．　60而n．　90　mi・1．
　　　Fig．5　Blood　pressure　in　SMAO
　　　　　　　shock　of　a　rabbit．
SMAO＝The　superior　mesenteric　arte士y　was
occluded　for　one　hour　in　a　rabbit　under　pen－
tobarbital　anesthesia．　The　b1Qod　pressure　in
the　femoral　artery　was　continuously　monitered．
After　the　release　of　occlusion，　shock　and　pro－
gressive　hypotension　was　observed．
Table　8　πα5ノノ‘α61z6Jo君。諾加∫”ノtZウ腕渉∫
　　　　メbZZoω∠η95MAO＊
景
乱
壽
毒
1量葺言
3hr5． 2嗣1rs．
Rg．4　Distribution　Qf　eロdotoxin　after　admin一
　　　　圭strat丘on　in亡。　ra亡s．（organ　uPtake／total
　　　　dose）
No．1
No．2
No．3
No．4
No．5
No．6
No．7
　　Occlusion
15min．　60　min，
1．0
1．0
2つ
0．25
1．0
0
0．125
0．5
2．0
0．5
0．5
4．0
2．0
0．063
　　Release
15min．　60　min．
α063
0．125
0．25
0．25
1．0
α063
0．25
0．063
died
O．25
0．25
1，0
0．5
0．125
もに肝は最大の分布がみられ，血漿と他の3臓器をあわせ
た量をうわまわる分布を示した．肝には3時間後，投与量
の35．6±2．9％が分布したが，24時間後には，3．0±1．1％に
減少した．脾は重：量が少ないため，1時間後単位湿重量：で
は肝をうわまわるが，脾全体としての取込みは，肝にはる
かに及ばない．腎および肺では他の3者よりも少なく各時
間ともに投与量の1％ないしそれ以下の分布がみられたに
すぎない（Fig．4）．
3・4　家兎の上腸間膜動脈血流遮断によるエンドトキシン
　　血症と臓器内エンドトキシン濃度
　家兎では上腸間膜動脈根部の血流遮断により，若干の血
圧低下がみられるが，一般状態に著変はみられずに経過し，
1時間後に血流を再開させると，急激に血圧は低下しショ
ックにおちいる．数分後に血圧はやや回復をみせるが，そ
の後漸次下降し数時間後に死亡した（Fig．5）．血流遮断15
分後では，7羽のうち6羽の血漿でLimulus　testは陽性
となり，1時間後では7羽全例にエンドトキシン血症がみ
られた．血流再開15分および1時間後では，E．　coli　o127：
B8に換算した血漿エンドトキシン濃度はそれぞれの家兎
により若干の変動を示すとはいえ，エンドトキシン血症は
＊SMAO：Superior　msenteric　artery　occlusion．
　The　valumes　were　calculated　for　lipopolysac－
　charide　B　E　coli　O127：B8．
Table　9　．翫40∫o鋭η漉5オノー’加孟ガ。〃カノ
　　　　　ノη6う∫彦5MAO
α卿U・嘘
　　　　μ9／wet　w．
L三ver
　　　　　　total
　　　　μ9／wet　w．Spleen
　　　　　　tota1
0，5
37．8
0．5
0．62
No．2No．3
　39
312．9
　　　　μ9／wet　w．Kidney
　　　　　　tota1
　　　　μ9／wet　w．Lung
　　　　　　tota1
0．5
0．76
0．1
23
7．0
67．9
1．1
15．5
263．0
2556
35．4
3440
4．0
4．2
　8．1
132．3
267．6
3044
No．4
16．6
1868
0．5
1．0
27．2
503．0
257．3
3633
No，5
0．14
22．6
0．1
0．18
0．1
2．6
2．2
22．8
＊　The　valumes　were　calculated　for　the　gelation
　activity　of　LipQpQlysaccharide　B　E，　coli　O127：
　B8，
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持続した（Table　8）．
　血流再開1時間後に脱．1血死させた家兎の肝，脾，腎およ
び肺のエンドトキシン濃度は，5羽について観察し，単位
湿重量および臓器全体の濃度をLpsBE．　colio127：B8
に換算して示した（Table　9）．同一臓器であってもf草々の
家兎により大きなバラつきがあり，No．1および5のよう
に各臓器とも分布量が少ないものがある一方で，No．2，3
および4のように，肝，肺，腎では，単位湿重量：でも臓器
全体でも，前2者にくらべ数一卜倍の濃度を示し大きな差が
みられた．しかし，臓器別にみると，5羽を通じて肺およ
び肝に多く，脾では少ない傾向がみられ，ラットの静脈内
投与時の臓器内分布とは若干異なる傾向を示した．
4　臨床的エンドトキシン血症
Table　10　P’η91zo5’5の『cJ加どビαZ　8”40’αz6”呂∫α
4・1　研究対象と方法
　1973～1979年の6年聞に札幌医科大学附属病院第一外科
入院患者のうち121例にLi皿ulus　testをおこなった．そ
のうちわけは，膵，胆道系悪性腫瘍29，胆石・総胆管結石
18，胃癌，大腸癌34，消化管穿孔13，腸間膜動脈血栓症5，
イレウス，腸重積5，その他！7例であり，対象症例のほと
んど全てが，腹部外科領域の原疾患を有し，それに加えて
感染症を合併，特に原疾患に対する開腹術など外科的処置
の前後に，感染による局所または全身症状がみられた症例
である．発熱，頻脈，悪寒旧婚，四肢冷感，腹膜刺激症状，
デファンス，ドレーンや廃部からの膿性滲出，白血球増多，
．［血小板減少などを示し，時には伯1圧低下，ショックなどが
みられて，その臨床症状，経過，臨床検査所見および細菌
培養成績などからエンドトキシン血症が疑われた症．例で
ある．
　Limulus　testは主に動1⊥1尺血を用い，採血一血漿分離か
らtest終了までは全操作を無菌的条件下でおこなった．
Iysate　O、1　m♂と生食稀釈血漿0．1　m♂を混和し，37℃4時
間インキュペーシ・ン後，ゲル化の有無を判定（Table　1）
した．ただし，testは連続倍々稀釈血漿系列の5本以上に
ついて実施し，血漿ゲル化阻害因子の除去は，1975年まで
はクロロホルム法20），それ以降は加熱法18）を用い，また臨
床症状および臨床検査値はカルテ記載によった．
4・2成　　績
　4・2・1Limu1Us　test陽性率および死亡率二対象症例
！2！例のうち，男性37，女性21，計58例にエンドトキシン
血症が検出され，Limulus　test陽性率は48％であった．
エンドトキシン1血症58例のうち16例（28％）はエンドトキ
シン血症および原疾患の軽快治癒により生存退院せしめえ
たが，死亡率は72％（42例）に達し，その約2／3はエンド
】・キシン血症検出後71ヨ以内に死亡した．一方，Limulus
survived　　　　　　　　　　16　cases　　　　　　　　27．6％
dead　　　　　　　　　　　　42　cases　　　　　　　72．4％
　　　after　diagnosis　of　endotoxemia
　　　　　　18　　within　3　days
　　　　　　8　　within　7　days
　　　　　　16　　8days　or　more
test陰性群では36．5％（63例中23例）の死亡率を示し，陽
性群すなわちエンドトキシン血症症例では著しく予後不良
あった（Table　10）．
4・2・2　エンドトキシン血症の原因：58例についてエンド
トキシン血症の原因となった病態を検討すると，良，悪性
を問わず狭窄や閉塞にもとつく胆道感染にその原因を求め
うるもの31例，縫合不全や気孔など腹膜炎によるもの16
例で，その他，消化器癌末期のイレウス，軟部組織感染，
上腸間膜動脈血栓症例などで数例ずつエンドトキシン血症
がみられた（Table　11）．
Table　ll　Cα蹴85¢μ加6♂ρ露α♂β’κ♂o彦。灘8〃読z
obstruction，　or　stenosis　and　infection
of　the　biliary　tract
peritQnitis　or　iniraperitoneal　infection
perforation　of　the　gastrointestinal∫
tract
failure　of　the　suture
others
far　advanced　carcinQma　of　the
gastrointeStinal　tract
soft　tissue　infection
throInbosis　of　the　superior　mesenteric
artery
miscellaneous
7
3！（2）
16（1）
7（1）
2
4（1）
3（1）
2
2
（）lbacteremia．
　Limulus　test実施時，黄疽や胆道造影所見から121例
中46例に胆道狭窄または閉塞が判明しており，そのうち悪
性腫瘍29例中胆管癌10，膵癌8，胆嚢癌1および胃癌肝門
部転移2例の21例に，また良性疾患、17例では，総胆管結
石症9および肝内結石1の10例に，両者をあわせ31例に
エンドトキシン血症がみられた，これらで注目すべきは，
胆道精査および減黄策としておこなわれたPTC，　PTCD
（経皮経糸胆道造影，ドレナージ）後にエンドトキシン血症
が頻発していることで，3！例中21例は病歴上からも肝
穿刺や胆道内加圧操作などとの因果関係があきらかであ
った．
610 川山照雄
　腹膜炎など腹腔内感染によりエンドトキジン血症が骨お
れた37例では，縫合不全17例のうち胃十二指腸および胃
空腸吻合後3，結陽吻合後4の計7例，消化管穿孔13例で
は，S状結腸穿孔4，胃，十二指腸および虫垂穿孔が各・1例
ずつの計7例に，他の原因による腹膜炎や術後膿瘍など7
例では2例に，合計16例にエンドトキシン血症がみられ
た．このように腹部外科領域に限れば胆道感染と種々の原
因による腹膜炎がエンドトキシン血症をきたす2大要因と
して挙げられ，両者で全体の約80％を占めた（Table　11），
　4・2・3エンドトキシン血症の臨床症状＝エンドトキシ
ン血症検出当時の臨床症状は，それぞれの原疾患、の種類と
重症度による症状に加えて，感染による症状を示すものが
多く，58例の検討では38℃以上の発熱は86％，頻脈88％，
低血圧ないしシ・ック57％，黄疸50％および消化管出血
は29％にみられた（Table　12）．収縮期圧90　mmHg以下
の低血圧ないし意識障害，末梢循環不全，チアノーゼ，乏
尿などのショック症状を示した症例のうち，消化管穿孔，
縫合不全あるいは膿瘍など腹膜炎や上腸間膜動脈血栓症，
消化器癌末期患者にみられたエンドトキシン血症では，検
出回すでに重篤なシ・ックにあるか，または相前後してシ
ョックにおちいり，肝不全，腎不全などに移行し，消化管
出血などを併発して致命的となることが多かった．また
PTCやPTCD後にみられたエンドトキシン血症21例の
うち10例では，その術後数時間以内に突然悪寒戦櫟をとも
なって38～40。Cに発熱し，ついで血圧低下　ショックが
みられて，その臨床経過は劇的であった．しかし，このよ
うな症例では，早期かつ適切なショック対策がおこなわれ
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Table　12　ル血加61加。α♂ガπ4ガη95（ゾ彦ん6
　　　　　ρα’f6〃孟∫τ口勧6π40彦。駕η癩
tachycardia
fever
hypotensiQn　or　shock
laundice
gastrointestinal　hemorrhage
88％
86％
57％
50％
29％
leucocytosis
thrombocytopenia
57％
52％
ると必ずしも致命的とはならず，胆道出血などの重大な合
併症がない限り，数日以内に全身状態の安定改善をみるこ
とが多く，10例のうち9例はこのような臨床経過をたどっ
た．一方，PTC，　PTCD後にエンドトキシン血症が証明
されるにもかかわらず，明かな低血圧，ショックなどを示
さなかった11例のうちには，発熱，白血球増多，血小板減
少などもみられず，比較的臨床症状，所見に乏しい症例も
4～5例みられた．
　4・2・4　エンドトキシン血症の血液，生化学検査所見；
血液一般，生化学検査ではエンドトキシン血症に特異的な
所見はみられず，Limulus　test陰性群63例と比較しても，
血小板減少とalkali－phosphatase値の上昇を除き，両群
間に有意差はみられなかった（Table　13）．　Alkali－phos－
phatase値上昇は，胆道閉塞，狭窄例にエンドトキシン血症
が頻発することで説明されるが，．血小板減少はエンドトキ
シン血症に特徴的な所見であり，かつ予後とも密接な関連
Table　13ゐαゐ7・α彦07ツ磁孟α加疏8ρα舵厩∫測’彦1z汐05ガ蜘8απ4η69α蜘8
五勿醜盈5記5診
W．B．　C．×103
Limulus　test
　　　（＋）（一）
～5
～8
～10
～12
～15
～20
20～
3
8
12
4
11
7
10
5
5
7
4
4
6
6
Platelet×104
Limulus　test
Albumin　g／d♂
（＋）（一）1
Limulus　test
　　　（＋）（一）
～5
～10
～15
～20
20～
6　　3
24　　8
8　10
7　　4
9　12
～1．5
～2．0
～2．5
～3．0
3．1～
5
9
13
11
15
1
5
5
8
15
GOT　　GPT
Limulus　test
　（十）（一）（十）（一）
～40
～60
～80
～100
～150
～200
～250
251～
17
7
5
7
6
3
3
6
11
7
4
1
7
2
2
3
34
2
3
5
3
2
0
4
18
6
2
4
4
1
1
1
LDH
Limulus　test
　　　（＋）（一）
～220
～250
～300
～350
～400
～450
～500
501～
18
3
4
4
1
2
2
7
13
4
4
2
2
1
1
3
AL－P
Limulus　test
　　　（＋）（一）
～80
～100
～150
～200
～250
～300
301～
3
3
7
6
3
3
13
！1
3
4
1
2
2
5
55　37 54　37 53　34 54　　37　　53　　37 41　30 38　28
Platelet：P＜0．05，　W．　B．　C．，　Albu面n，　GOT，　GPT　and　LDH　are　not　statistically　signi丘cant．
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を有するように考えられる．すなわち，エンドトキシン血
症群では，Llmulus　test陰性群に比較：し血小板数10万以
下を示す症例が有意（p〈0．05）に多く，かつ58例のエンド
トキシン血症のうち30例は検出前後に10万以下に減少
し，そのうち生存例はわずか3例にすぎないが，10万以上
であった24例では13例が生存した．したがってエンドト
キシン血症では血小板減少を示す症例が多く，かつ10万以
下の値を示す場合は予後不良といえよう．また，エンドト
キシン血症では，貧血L，白血球増多，核の左方移動，低ア
ルブミン血症，ビ1」ルビン値の上昇および肝機能障害など
がみられ，特にショック合併例ではその後に高度の肝機能
不全，腎機能不全，出血傾向などを示し致命的となる例が
多い．しかし，：初回Limulus　test施行時では白血球数，
アルブミン値，血清トランスアミラーゼ値，LDH値など
では陰性併との間に有意差はみられなかった（Table　13）．
　4・2・5　エンドトキシン血症の持続時間＝エンドトキシ
ン血症の持続時間を検討すると，その原因，病態により持
続時間に差がみられ，胆道閉塞による感染を原因とする症
例では，他の原因によるものに比べ，長期に持続する傾向
がみられた．反復実施されたLimulus　testにより胆道系
悪性腫瘍9例では7日間以上，そのうち3例では20日間以
上の持続が確認された．また生存例の半数以上および死亡
例のうちエンドトキシン血L症判明後7日間以上生存した16
例では2～3を除ぎ，その原因を胆道閉塞→胆汁うっ滞→
グラム陰性菌感染という経過で説明される症例であった．
一方，消化管穿孔や縫合不全など腹膜炎や膿瘍を原因とす
る症例では，適切な開腹ドレナージなどにより，予後佳良
な症例もみられる反面，エンドトキシン血症検出前後にシ
ョックにおちいり死亡する重篤な症例も多く，胆道閉塞例
にみられたようにエンドトキシン血症が長期に遷延持続し
た症例はみられなかった．
　4・2・6　細菌検査所見：細菌検査ではエンドトキシン血
症58例中20例において腹腔滲出液，膿，尿などから，15例
では胆汁からグラム陰性菌が検出され，菌種ではE，coli，
KlebsiellaおよびPseudolnonasなどが多く，7例では
膿性胆汁などの所見を呈しながらもグラム陰性菌は検出さ
れていない．血液培養では，E．　coli，　PseudQmonasと
Serratiaが各1例ずつおよびKlebsiellaが2例の計5例
にグラム陰性菌菌血症がみられ，またStaphylococcus
aureusによる菌血症！例は縫合不全による腹膜炎例で，
混合感染が存在したと考えられた．したがってLimulus
test施行121例のうちグラム陰性菌菌血症はわずかに4％
（5例）にすぎないが，Limulus　test陽性率すなわちエンド
トキシン血症検出率は48％に達し，菌血症検出率をはる
かにうわまわった．
　4・2・7　エンドトキシン血症の予後を左右する因子：本
症の予後は，原疾患の予後および低アルブミン血症，貧血，
肝機能障害の一計，程度など原疾患の軽重による全身状態
の良否，さらにエンドトキシン血症の原因である感染巣に
対する治療の難易などに左右される．
　腹膜炎や膿瘍によるエンドトキシン血症16例のうち，
消化管穿孔7例では，重大な基礎疾患または合併症を有し
なかった虫垂穿孔，外傷性十二指腸穿孔およびS状結腸穿
孔の3例は，病歴上穿孔後24時間以内に開腹ドレナージが
おこなおれており，かつ手術前後にショックはみられてお
らず，生存退院せしめ得ている．一方，消化管縫合不全の
7例（胃癌3，大腸癌4例）では，エンドトキシン血症検出
当時に，既にショック状態あるいは相前後してショックに
おちいり死亡している．したがって，腹膜炎によるエンド
トキシン血症では，原疾患による全身状態の良否に加えて，
その原因である消化管内容の漏出に対して，開腹ドレナー
ジによる感染巣の開放，洗浄除去，抗生物質の散布などの
局所的療法および抗生剤投与などの全身療法が直接，間接
にエンドトキシン血症の原因の除去，軽減効果をもたらし
たものと考えられる．さらに，術前より消化管狭窄などの
ためpoor　riskであった縫合不全7例および病歴上穿孔
後開腹まで2411寺間以上経過したと考えられた4例では，
予後不良であったことから，感染巣に対する局所的および
全身的療法に加えて，早期診断による早期適切な開腹ドレ
ナージという時間的要因も重要な因子と考えられた．
　胆道閉塞，感染によるエンドトキシン血症31例のうち，
総胆管結石3，肝内結石1，胆管癌5例の計9例は，PTCD
により黄疸および胆道感染の治療に成功し，結石摘出（3例），
膵頭十二指腸切除術（1例）あるいは総胆管空腸吻合（4例）
などの姑息中手術後退院せしめ得た．一方，死亡22例に
は，術後肝機能不全で死亡した総胆管結石4例のほか胆管
癌8例，胆嚢癌2例，膵癌8例がふくまれるが，高度の黄
疸，肝機能不全，癌性腹膜炎などのため術前死亡5例をふ
くめ，いずれも切除不能の進行癌症例であり，術後肝機能
不全，腎機能不全，消化管出血，ショックなど種々の併発
症のため死亡し，原疾患の外科的治療はもとより，胆道閉
塞　胆汁うっ滞一胆道感染というエンドトキシン血症の原
因そのものの治療が困難であった．
5考　　察
　カブトガニ血球成分を利用したエンドトキシン微量検出
法は，一般にLimulus　test21）と称されるが，　Limulus
lysate　technique27），　Limulus　endotoxin　assay23）Limulus
lysate　test24）あるいはLimulus　gelation　test26）などと
も呼ばれる．　この方法は北米東海岸に棲息するLimu工us
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polyphemusの血液がエンドトキシンと反応して凝固する
事実をもとに，BangおよびLevinら8阿10）により開発さ
れた．従来，家兎発熱試験4），翠玉致死試験5），epinephrine
skin　test6）およびradioimmunoassay7）などのエンドト
シン検出法が報告されているが，種々の制約から臨床に用
いられるには到らなかった．Limulus　testは鋭敏かつ簡
便，迅速，容易にエンドトキシンを検出できることが評価
され，臨床応用が進み，血液のみならず尿，腹水，脳脊髄
液などの体液成分からの検出21～25）また医薬品，飲料水，食
品，海水，河川水のpyrogen等による汚染のチェック，
品質管理への応用なども試みられている27押32）．わが国で
は1972～3年頃より瀬戸内海，九州沿岸に棲息するカブト
ガニ（Tachypleus　tridentatus）について研究がなされ
Limulus　polyphemusと同様にエンドトキシンの検出に
利用できることが明かにされた11～ユ4，33）．なお，東南アジ
ア，インド沿岸などにTachypleus　gigas，　Tachypleus
hoeveni，　Carcinoscorpius　rotundicaudaなど34）が知ら
れているが，それらの血球については報告されていない．
　本報告で用いたlysateは一部を除き，北九州産カブト
ガニ血球より，Reinhold16）らの方法rこ準じて抽出した．
抽出上の要点は採血器具，ガラス器具，抗凝固剤，試薬類
などを含めて全操作をpyrogen　free，　endotoxin　freeの
条件を厳守することで，これを欠くと良質のlysateがえ
られないばかりでなく，微量の汚染であってもLimulus
testの鋭敏性そのものをそこなうおそれがある．また血液
は，採．血後，速かにamebocyte（血球）の分離洗浄操f乍を
進めることも大切な要点で，全血しの凝固，amebocyteの
凝集はlysateの反応性を低下させる主な原因の一つであ
る．凝集阻止剤としては，クエン酸やEDTAなどのキレ
ート剤35），p－hydroxymercur玉ben勿oate，36β7＞forma玉de－
hyde．38）propanolo139）などが知られているが，ユy＄ate抽出
には，N－ethylmaleimide40）あるいはcafEei・1eなどのメ
チルキサンチン誘導体41）が用いられている。木実験では
0．125％N－ethylmaleimideを含む3％NaCl溶液を用い
たが，血球分離一洗浄一再浮遊の過程で，amebocyteの
凝集がしばしばみられ，また時には全血凝固のため」血漿分
離が不充分で，青色調を呈するlysateであっても良好な
反応性を示す揚合もあり，このような現象は抗凝固剤とし
てのN－ethylmaleilnideがLimulus　polyphemusにつ
いて報告されているほど効果的な抗凝固，凝集作用を発揮
していないとも考えられる．一方，全血凝固，amebQcyte
凝集は，抽出操作上の微量の汚染を原因とするのではとの
可能性も否定できず，これらについてはなお検討の余地が
あろう。
　amebocyteからlysateの抽出には，滲透．圧破壊，機械
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的振羅，凍結融解，ホモジナイゼーションなどの方法がと
られるが，本実験では蒸留水添加による滲透圧破壊および
凍結融解を反復した．この方法により得られた1ysateは，
Tachypユeus　180匹のうち66％以上が，0．1μg／m♂以下の
濃度のエンドトキシン（LpsBEcoliO1271B8）により
ゲル化した（Table　4，5）．しかし，抽出後の血エ球残渣中に
は鏡検上intactなamebocyteが多数残存しており，超
音波細胞破壊またはホモジナイゼーションを反復したとこ
ろ，時に0．01μg／mZ程度の検出力をもつ1ysateが得られ
ることもあったが，一般に反応性は低下した．
　Limulus　polyphemus血1球lysateでは，　Levin＆
Banglo），　Reinhold＆Fine16）はnano－gram（10－9g）の
オーダーで，またYin　86α♂42）はpico－gramという超微
量： エンドトキシンを検出できるとしているが，Tachy－
pleusの1ysateでは，丹羽ら13），小林・山元33）らによる
と10－7～10　9g／nlZと，著者らの成績とほぼ同様であり，
nano－gramのエンドトキシン検出が可能と思われる．た
だし，これらはそれぞれ異なるエンドトキシン標品を用い
ているので，そのまま比較することは必ずしも妥当ではな
いが，Tachypleus　lysateはLimulusのそれとほぼ同様
の反応性を有すると考えられる．しかし，lysateの反応性
はエンドトキシンの種類，またf固々のTachypleusおよび
lysateの抽出10tごとに異なり，著者らの成績ではLps
BE．coliO127：B8について0．004μg／m♂ないしそれ以下
の反応性をもつ1ysateを大量に抽出することは困難であ
った．
　Limulus　testの実験的または臨床応用上，そのエンド
トキシン特異性が問題となる．Iysateはvasoactive　sub－
stance（serotonin，　epinephrine，　norepinephrine，　brad－
ykinin＞43）などとは反応せず，またpneumococcus，　staph－
ylococcus　aureus，　streptococcus　hemolyticusなどのエ
キソトキシンやstreptolysin，　streptodornase，　strepto－
kinase16）などとも反応しないが，　thrombin，　polynucle－
otide44）やpeptidoglycan45）などと反応してゲル化する
といわれる．最近，Tachypleus　lysateの凝固蛋白のアミ
ノ酸配列およびゲル形成機構46）が明かにされ，trypsin，
chymotrypsin，　thrombin，　plasminやX乱因子なども
lysateをゲル化させ47），必ずしもエンドトキシンのみに特
異的ではないことが指摘されている．しかし，これまでゲ
ル化を起すとして知られている物質は，1μg／m♂以上の濃
度を要し，0．1μg／mZ以下でユysateをゲル化させる物質は
エンドトキシンに限られ33・42，48），特異性はむしろ相対的な
ものと考えられるようになった，
　Lilnulus　testを評価する上で，特異性とともに生物活
性との関連性が明かにされねばならないが，若干の検討が
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試みられている49～52）とはいえ，未だ明確な見解は示され
ておらず，現段階では丹羽ら53＞の見解が妥当のように考え
られる．すなわち生物活性の強いものは，ゲル化活性も強
い傾向にあるが，両者間に必ずしも相関関係は成立せず，
多くのエンドトキシン標品について検討すると1二5から
1：100くらいまでのばらつきがみられると述べている．
　Actinomyci血D腹腔内投与によりマウスでは著しくエ
ンドトキシ感受性をブ冠進させることがでぎ，微量検出法と
して利用し得る17）ことが報告されている．このような反
応系を用いてゲル化活性と致死性について検討したが，エ
ンドトキシン感受性は約1，400倍の増加がみられたにすぎ
ず，LD50を指標とするとLpsBE．　coli　O127；B8，026＝，
B6およびSerratia　marcesc，については，3者とも10一1
μgのエンドトキシン検出が可能と考えられた．ゲル化活
性では，E．　coli　O127＝B8は026：B6と同程度ないし若
干うわまわるが，Serrtia　marcesc．ははるかに活性が強
く，これらの成績からみる限りActinomycin　D　treated
miceの致死性と1ysateのゲル化活性閥に相関関係が成立
するとはいえない．両者の関係については，主として家兎
の発熱性について検討50・51）されているが，発熱反応は複雑
な要因を含み，その機構は充分あぎらかではない．一方，
エンドトキシンはlysateのゲル化機構のどの部分に関与
するか明かでなく，生物活性とゲル化活性の関連について
はなお不明の点が多い．
　エンドトキシン投与後，その生体内分布の検討には，従
来，アイソトープ標識エンドトキシンが用いられ54酎58），組
織，細胞レベルでの検討には螢光抗三法59，60）やオートラジ
オグラフィーなどがおこなわれてきた．これらを要約すれ
ば静脈内投与後，エンドトキシンは2相性に血液中から消
失し，網内系臓器，特に肝に大きな割合で分布することが示
されているが，Chedid　8’磁61）らは生物活性をもたない
多糖部分でもCr51で標識されることを示し，螢光抗体法
ではエンドトキシンからはずれた多糖部分も証明され，
エadioactivityあるいは螢光の分布が生物活性をもつエン
　ドトキシンの分布に等しいかどうかが問題とされてきた．
Limulus　testは前述の特異性や生物活性との関述性の他
にも問題を残しているとはいえ，臨床的に用いられている
唯一のエンドトキシン検出法であるが，臓器組織への応用
についてはほとんど報告がない．木実験では，Limulus
testを用いエンドトキシン投与後のラットについて，血漿
クリアランスおよび肝，脾，腎，肺における分布を検討し
た．その結果，血漿クリアランスカーブおよび臓器内濃度
では肝への分布が著明であることは，アイソトープによる
検討とほぼ同様の結果が得られた．C14標識エンドトキシ
ンとマウスおよびラットによる検討62）では，3．5時間後に
投与cpmの50％が肝，脾，腎，肺および血清中に分布
し，そのうち肝に60％，脾と血清に25％が分布すること
が示されている．しかし，Limulus　testを臓器ホモジネ
ートに適用するにはいくつかの間題がある．臓器によりホ
モジナイゼーションに難易があることを含め，ホモジナイ
ゼーションー加熱一振羅抽出という一連の操作後，エンド
トキシンの検出回収率ということが第一の問題であるが，
血液についても未だ充分な検討はなされておらず，臓器に
ついては不明といわざるを得ない．また，エンドトキシン
の生物活性は生体成分により増強あるいは減弱することが
示されており63～65），臓器ホモジネートそのものがLimulus
testに影響しないか否かも不明である．しかし，エンドト
キシンを投与しなかったラットの臓器ホモジネートでは
1ysateはゲル化せず，また投与3時間後，内因性エンドト
キシンなどを考慮せずに計算すると，投与量の約40％が
∫血漿，肝，脾，腎および肺より検出されたことから，著者
の方法はなお多くの問題を含むとはいえ，臓器内濃度を知
るという点では，手技的に容易であり，すぐれた方法と考
えている．
　家兎では上戸片忌動脈血流遮断後，阻血腸管壁の透過性
充進により，腸内細菌叢由来のエンドトキシン血症を来し，
シ・ックにおちいり死亡するといわれる66酎68）．このよう
な家兎についてエンドトキシンの臓器内濃度をみると，ラ
ットのエンドトキシン静脈内投与時とは異なり，肺では肝
と1司様あるいはそれ以上の分布がみられた．Limulus　test
の臓器内エンドトキシン検出への応用については，前述の
ような問題のほかに，さらに以下のごとき問題が指摘され
る．すなわち家兎では，個体により腸内細菌叢は質的量的
に異なることが考えられ，腸管より血液へ移行するエンド
トキシンは，同一あるいは均一ではなく，家兎により異な
り，1ysateゲル化活性の異なる複数のエンドトキシンが含
まれると考えるのが妥当であろう．したがって，この場合，
既知のエンドトキシンを投与するのとはちがい，Limulus
testでは正確なエンドトキシンの測定は不能である．
Table　8，9に示した数値は，　Lps　B　E．　coli　O127＝B8を
標準のエンドトキシンと定め，lysateの検出感度とend
point法による稀釈倍数から，便宜的に換算したもので，
絶対量を表わすものではないといえる．このような点を考
慮して，SMAO時のエンドトキシン濃度をみると，同一
臓器であっても家兎によりLpsBEcolO127：B8換算
濃度が異なるのは当然であろう．また，臓器別ではいずれ
の家兎も脾，腎では少なく，肝，II市では相対的に多い事実
から，家兎SMAOではラット静脈内投与時とは異なり肺
にもかなりの量が分布するものと考えられる．家兎ではエ
ンドトキシンによる組織学的変化が肺に強くあらわれるこ
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とは，target　organとして知られており，著者の実験結
果は，target　organの動物による種差として考えられる．
　人や動物の血漿にはlysateのゲル化を阻止する作用の
あることが知られているが，この作用がいかなる機序にも
とつくものかその本態はなお明かにされていない．阻害因
子の除去には，クロロホルム法2。），pH変更法16），エーテ
ル処理法13），加熱法18）などが報告されているが，そのいず
れによっても阻害作用を完全に除くことはできないとされ
ている．著者は主として加熱法を用いているが，阻害因子
は，稀釈によっても作用を減弱除去することができるので，
血漿エンドトキシンの量と1ysateの検出感度との量的，
相対的関係にも左右され，end　point法による場合はエン
ドトキシンが高濃度であるほど検出上の障害とはならな
い．ただし，エンドトキシン濃度がlysateの検出感度の
数倍以内の時は，稀釈されずに阻害作用を発揮するため，
Limulus　testは陰性となる可能性が大きくなる・このよ
うな理由によるfalse　negativeがあり得ることから，特
に臨床的エンドトキシン血症の検出にあたっては充分な注
意を払うべきであろう．
　腹部外科領域における臨床的エンドトキシン血症は，閉
塞性胆道疾患や腹膜炎，腹腔内膿瘍などに続発することが
多く，原疾患に加えてグラム陰性菌感染（混合感染を含む）
にもとつくもので，原疾患の重症度をぬきにして予後を云
々できない。貧血，低蛋白血症，肝機能障害などpoor　risk
の消化器癌症例が，手術侵襲後に縫合不全による腹膜炎を
惹起するといった経過後にエンドトキシン血症におちいる
場合は極めて予後が悪い．一方，消化管穿孔例などでは，
開腹ドレナージなどエンドトキシン血症の原因に対する対
策，治療が早期かつ適切有効におこなわれるとLimulus
testはすみやかに陰性化し，良、好な経過をたどる．このよ
うにエンドトキシン血症の死亡率72．4％を全てエンドト
キシンのみで説明するわけにはいかないが，少なくともエ
ンドトキシン血症をきたすような病態，特に臨床的に低血
圧，ショック，血小板減少などを示す場合は予後不良であ
るといえよう．
　Limulus　testの普及により種々の病態について，特に
諸種の肝疾患時にエンドトキシンの関与が指摘されつつあ
るが，本検討では，PTC，　PTCD術後など閉塵性黄疸例
にエンドトキシン血症をぎたした症例が多い．この種のエ
ンドトキシン血症はcholangiovenous　re且ux69）なる機序
をもとに発来するのであろうが，比較的長期にわたりエン
ドトキシン血症が持続すると思われることおよび臨床症
状，所見に比較的乏しい症例もみられることなどの特徴が
ある．非黄疸例で開腹術後の感染症に続発するものではシ
ョックはきわめて重症で，シ・ック発生ないしエンドトキ
シン検出後7日以内に死亡する例が大部分を占める．PTC，
PTCD術後にみられるものではもちろんショックを示す
症例は少なくはないが，概して比較的に臨床症状経過の上
で軽症との印象を受ける．このことは，エンドトキシン血
症には，endotoxemia　with　shockから，　without　shock
までその病態に幅のあることを示しており，前者はseptic
shockといわれた範疇に属するが，後者はLimulus　test
によってはじめて診断的可能になったといえよう．両壁間
の差は，まずエンドトキシンの血中濃度および持続時間が
検討され，その病態が解析されねばならない．しかし，エン
ドトキシンの生物活性とlysateのゲル化活性は必ずしも
相関しないことなどから，既にSMAOの頃で指摘したよ
うに臨床的エンドトキシン血症ではその絶対量をLimulus
testで知ることは困難で，定性的といわざるを得ず，
Limulus　test陽性といっても，生物活性とゲル化活性の
相異にもとつぎ臨床症状，所見に差が生ずるであろうこと
は充分に予測され得る．エンドトキシンの生体作用は，主
に実験動物について検討されてきており，それらは早坂
ら72・73＞により要約されている．しかし，人体へのエンドト
キシンの作用を直接調べた報告は非常に少なく，一方，動
物実験の多くはしD5。などエンドトキシンの大量Qne　shot
静脈内投与による成績であること，また動物による種差な
どから，これらの実験成績をただちに臨床に適用するわけ
にはいかないという問題がある．また臨床的エンドトキシ
ン血症の病態生理の解明には，生体側のエンドトキシン解
毒処理能という側面から細網内皮系，特に肝の役割が重視
されねばならず，動物実験では腸内胆汁酸の減少がエンド
トキシンの吸収増加を来す70）ことが指摘されており，閉塞
性黄疸例ではこのような可能性も考慮されねばならない．
さらに家兎のSMAOに類似した病態としては上腸間膜動
脈1血栓症が相当するが，この場合は感染はなくともエンド
トキシン血症が惹起されることになり，一方，動物では指
摘されているendotoxin　tolerance71）という現象をも考
慮して臨床的エンドトキシン血症の病態解析がおこなわれ
なければならないと考えられる．
　エンドトキシン血症58例の検討では，初回検出時には，
血小板減少をのぞき肝機能，腎機能など一般臨床生化学的
検査所見上は，陰性群との間に有意差を認めないが，ショ
ック重症化，遷延例ではGOT，　GPT，　LDHやUrea　N
などの上昇をきたし，エンドトキシン血症一ショックとい
う経過が原疾患に加わり，重要臓器障害をもたらし，予後に
重大な影響を与えたと考えられる．また臨床的には，血小
板減少のほかPT，　PTTの延長，補体価の低下，飾rinogen
の減少などが指摘されており74・75），エンドトキシン血症の
病態生理については，エンドトキシンの多彩な生体作用の
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一環のなかで解明されねばならないが，最近では凝固線溶
系や補体系への影響，DICとの関連が重視されており，今
後の成果が期待される．
　Limulus　testの実験的および臨床的応用について検討
してぎたが，lysateのゲル化活性に対し反応性のすぐれた
エンドトキシンを選択することにより，アイソトープや螢
光抗体法などによらなくとも，腸管内細菌叢由来のエンド
トキシン血症や血漿エンドトキシンクリアランスおよび臓
器内濃度などの検討が可能であった．しかし，この検出法
にはエンドトキシン特異性，検出感度，血漿ゲル化阻害因
子とfalse　negativeの問題，生物活性との関連など種々の
問題点を有しており，全く反応機序を異にする微量検出法
が開発され相互に比較検討されて，あらためてその価値が
問いなおされなければならないであろう．臨床応用につい
てゲル化阻害因子などなお検討を要するが，false　positive
といった問題は多くは汚染にその原因を求めるべきであ
り，pyrogen　free，　endotoxin　freeの条件を厳守すること
により避け得ると考えられ，また検出感度の透れた1ysate
を用い，end　point法により少なくとも5本以上の連続
倍々稀釈系列についてLimulus　testをおこなうようにす
ればある程度はfalse　negativeを避けることがでぎると
考えている．
　Limulus　testは，鋭敏性，特異性および手技上の簡易
性という点で非常にすぐれており，現段階ではこれにまさ
る方法はなく，かつ臨床的に用いられている唯一のエンド
トキシン検出法である．しかし，lysateのゲル化活性はエ
ンドトキシンの種類によって異なり，また必ずしも生物活
性と相関しないことなどから，臨床的には定量的な比較検
討は困難であるなど方法論的な短所も有するが，一般細菌
検査や血液培養などより短時間で結果が得られ，エンドト
キシン血症の確定診断を下すことがでぎる，既に述べたよ
うにLimulus　test陽性例では発熱，ショック，白血球増
多，血小板減少などが多くみられ，特にシ・ックと血小板
減少を示すものでは死亡例が多く，Lilnulus　testの消長
と臨床症状および予後は密接な関連を有すると考えられ
る、また動物実験成績から血漿エンドトキシン濃度と臓器
内濃度間には並行関係がみられ，Limulus　test陽性馴す
なわちエンドトキシン血症では，シ・ックや血小板減少な
どの臨床症状の背景には，本論文では検討していないが，
エンドトキシンによる臓器障害，特に細網内皮系への影響
が考えられ，今後の臨床的課題であろう．
　Limulus　testの臨床的意義については，既に述べたこ
とのほか，本検討ではグラム陰性菌菌血症はわずか4％に
すぎなかったが，Limulus　test陽1生率は48％に達し，か
つその死亡率は72％と陰性群の約2倍の高率を示し，さら
に陽性群のなかにはseptic　shock症例のみならずendQ－
toxemia　without　shockという病態に属する症例もみら
れ，これらにこそLimulus　testの臨床的価値が認められ
るべぎであろう．また臨床的にエンドトキシン血症やシ・
ックの発生が予測されるような場合，特に腹部外科領域で
は消化管穿孔例や諸種の開腹術後にみられる腹膜炎や膿瘍
例，胆道感染例や閉塞性黄疸例に対するPTCD術後など
にエンドトキシン血症，ショックが発来することが多いの
で，このような場合にはLimulus　testは診断と治療の良
き指針となると考えている．
6　結　　論
　1．日本産カブトガニ（Tachypleus　tridentatus）の血球
成分抽出液（lysate）は，そのゲル化反応によりnano－gram
の微量のエンドトキシンを検出することがでぎた．
　2．1ysateは，個々のカブ．トガニおよびロットにより反
応性は異なり，また同一lysateであってもエンドトキシン
標品によって最小検出濃度は異なりLipopolysaccharide
BE．　coli　O127：B8はSerratia　marcescensに比し，
250～1，000倍の高濃度であった，
　3．Lipopolysaccharide　B　E　coli　O127：B8，　E．　coli
O26：B6およびSerratia　marcescensについて，　Acti－
nomycin　D　treated　miceの致死性とlysateの最小検出
濃度でみたゲル化活性の間には，明かな相関関係はみられ
ず，エンドトキシンの生物活性と1ysateゲル化活性は必
ずしも並行しないと考えられた．
　4．Lipopolysaccharide　B　serratia　marcescens　200μ9／
100gb．w．投与群のラットでは，25μ9／100gb．w．投与群
に比し，明かに血中濃度は高値を示し，かつ消失速度も遅
い．前者のエンドトキシン臓器内分布は，3時間後に肝，
脾，腎，肺および血漿に投与量の約40％，特に肝では30％
以上の分布を示した．24時間後には，肝では約3％に減少
した．
　5．家兎では上腸間膜動脈血流遮断によりエンドトキシ
ン血症をぎたした．血流再開1時間後，臓器ホモジネート
についてエンドトキシン含量をみると，個々の家兎により
臓器内分布量には大きな差がみられたが，肺および肝に多
く，脾，腎では少なく，ラット静脈内投与時とは異なる分
布を示した．
　6．Limulus　testにより121例中58例に臨床的エンド
トキシン血症を証明した．腹部外科領域では胆道感染例や
消化管穿孔，縫合不全など腹膜炎，腹腹腔内膿瘍例などに
エンドトキシン血症がみられることが多く，発熱，頻脈，
白血球増多などに加え，57％の症例では低血圧，ショック
がみられ，そのうちでも血小板減少を示す症例は予後不良
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であった．エンドトキシン！血症58例中42例が死亡し，死
亡率は72．4％であった．
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